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Resumen:
Las micotoxinas son metabolitos tóxicos producidos por hongos filamentosos. En vinos se encuentra la ocratoxina A,
que está producida por hongos pertenecientes a las especies Aspergillus y Penicillium. Se han realizado diversos estudios para
reducir la presencia de OTA en mostos y vinos; los procedimientos propuestos se basan en la eliminación física, química o
biológica de la OTA. Este estudio pretende determinar la interacción in vitro entre OTA y bacterias lácticas del vino. Para ello
se han estudiado 15 cepas pertenecientes a cinco especies de bacterias lácticas frecuentemente aisladas en vino. Las bacterias
lácticas estudiadas son capaces de reducir un 8-28% los niveles de OTA presente en el medio de cultivo. La OTA eliminada del
medio, se recuperó parcialmente (31-57%) a partir de las bacterias sedimentadas. Además, en tres especies representativas
se demostró que extractos libres de células no son capaces de degradar OTA. Los resultados obtenidos indican que la reducción
de OTA por bacterias lácticas es debida a un fenómeno de unión a las células bacterianas.
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el Istituto per l´Enologia (Asti) o suministradas por la Colec-
ción Española de Cultivos Tipo (CECT). Las cepas anlizadas
pertenecen a las especies: Oenococcus oeni, Lactobacillus
plantarum, Lactobacillus brevis, Leuconostoc mesenteroides
y Pediococcus acidilactici.
2.2. Ensayo de adsorción
Las bacterias lácticas se crecieron hasta una fase de
crecimiento exponencial tardía en un medio basal (MB) [3] o en
MLO conteniendo OTA en una concentración final de 5µg/l. Los
cultivos se dividieron en dos alícuotas. Una de ellas se centri-
fugó, y se midió la concentración de OTA en el sobrenadante
y en las bacterias sedimentadas. Con la segunda alícuota se
siguió un protocolo similar, pero las bacterias sedimentadas se
lavaron tres veces en tampón fosfato 50 mM, pH 6,5.
2.3. Ensayo de degradación enzimática
Las bacterias lácticas se crecieron hasta una fase
de crecimiento exponencial tardía en un medio basal (MB) o
en MLO conteniendo OTA en una concentración final de
5µg/l. Los cultivos se centrifugaron y las bacterias se lavaron
tres veces en tampón fosfato 50 mM, pH 6,5. Las bacterias la-
vadas se resuspendieron en el mismo tampón y se rompieron
mediante una prensa de French. La suspensión celular se
centrifugó, y el sobrenadante obtenido constituyó el extracto
enzimático. Este extracto se incubó durante 48 h en presen-
cia de OTA (5µg/l).
2.4. Análisis de OTA
La concentración de OTA en los sobrenadantes y en
las soluciones de lavado se determinó siguiendo el método
de Visconti et al. [4], que implica la utilización de una columna
1. INTRODUCCIÓN
Las micotoxinas son metabolitos tóxicos producidos
por hongos filamentosos. La ocratoxina A (OTA) es una
micotoxina producida por especies de Aspergillus y Penicillium.
OTA se ha detectado en productos vegetales, entre ellos el vino
[1]. Se han realizado estudios para la reducción del contenido
de OTA en vinos y mostos de uva, los procedimientos
propuestos se basan en la eliminación física, química o
biológica de la OTA. Respecto a la reducción biológica se han
descrito mecanismos de degradación o adsorción para la
eliminación de micotoxinas mediante microorganismos.
Se ha comprobado que durante la fementación del
mosto, la concentración de OTA disminuye como resultado de
la acción de levaduras, y además, esta disminución depende
de la cepa de levadura implicada [2]. La ecología microbiana
del vino es más compleja, y en muchos vinos, se produce la fer-
mentación maloláctica llevada a cabo por las bacterias lácti-
cas. Oenococcus oeni es la principal bacteria encargada de
realizar la fermentación maloláctica, aunque también están pre-
sentes bacterias de los géneros Lactobacillus y Pediococcus.
Puesto que la descontaminación biológica de mico-
toxinas utilizando microorganismos es una de las estrategias
más conocidas para reducir los niveles de micotoxinas en ali-
mentos, este estudio pretende estudiar la eficacia de diversas
bacterias lácticas enológicas para eliminar OTA en un medio
de laboratorio y conocer cual es el mecanismo de esta re-
ducción, degradación o adsorción.
2. MATERIAL Y MÉTODOS
2.1. Cepas bacterianas
Se estudiaron 15 cepas de bacterias lácticas aisla-
das en el Instituto de Fermentaciones Industriales (CSIC), en
Avances en Ciencias y Técnicas Enológicas
Transferencia de Tecnología de la Red GIENOL al Sector vitivinícola
M. Ramirez y col. (eds.); Badajoz, 2007
ISBN 978-84-690-6060-5
Capítulo 1: Microbiología
37
La Tabla 1 muestra la disminución de OTA ocasio-
nada por el crecimiento de bacterias lácticas en un medio sin-
tético.
3.2. Degradación de OTA mediante extractos de
bacterias lácticas del vino
Para los estudios de degradación de OTA se selec-
cionaron tres cepas de bacterias lácticas (O. oeni RM11, L.
plantarum CECT 748 y L. brevis RM273). Los resultados de-
muestran que la incubación de los extractos de bacterias lác-
ticas en presencia de OTA no produce una reducción en la
concentración de OTA (datos no mostrados). Por ello, el me-
canismo responsable de la reducción en la concentración de
OTA no es la degradación.
3.3. Adsorción de OTA a los cultivos de bacterias lácticas
del vino
Al analizar la OTA unida a las células bacterianas,
se comprobó que sólo una porción de la OTA eliminada del
medio aparece unida a las células bacterianas (del 31,50 al
55,02% del total de la OTA eliminada del medio) (datos no
mostrados). Además, en los cromatogramas obtenidos no se
observan productos de degradación de OTA.
En las tres cepas de bacterias lácticas selecciona-
das (O. oeni RM11, L. plantarum CECT 748 y L. brevis
RM273) se midió la fuerza de la unión entre la célula bacte-
riana y OTA. Para ello, las células sedimentadas se lavaron
tres veces en tampón fosfato (50 mM, pH 6,5), midiéndose
la concentración de OTA en cada una de las soluciones de la-
vado y en las células lavadas finales. Tal como muestra la
Tabla 2, toda la OTA unida a las células bacterianas apareció
en la primera solución de lavado, no detectándose OTA en
los lavados posteriores ni en las células bacterianas lavadas.
de inmunoafinidad seguido de un análisis mediante HPLC. El
límite de detección del método es de 0,01 µg/l, y el límite de
cuantificación es de 0,02 µg/l. Las bacterias sedimentadas se
resuspendieron dos veces en metanol absoluto durante 1 h
para extraer la OTA. Después de una centrifugación, se se-
paró y evaporó el sobrenadante. Para determinar la concen-
tración de OTA presente, el residuo seco se reconstituyó con
la fase móvil en el momento del ensayo cromatográfico.
3. RESULTADOS
3.1. Reducción de OTA en los cultivos líquidos de
bacterias lácticas del vino
Se crecieron dos cepas de bacterias lácticas en un
medio sintético y se tomaron muestras a distintos intervalos
de la incubación para estudiar el efecto de la biomasa bacte-
riana en la reducción de OTA. Los resultados obtenidos
muestran que la reducción de OTA está relacionada con el
crecimiento bacteriano (datos no mostrados), por lo que se
decidió realizar los análisis de reducción de OTA en una fase
exponencial tardía de crecimiento.
Tabla 1. Reducción de OTA en medio de cultivo inoculados con
bacterias lácticas
Tabla 2. Ocratoxina A recuperada de las células sedimentadas y
lavadas
4. CONCLUSIONES
Las bacterias lácticas son capaces de reducir el
contenido de OTA de un medio de cultivo mediante un me-
canismo de unión o adsorción a las células bacterianas. Esta
reducción varía entre un 8 y un 28% en función de la cepa de
bacteria láctica analizada. Se ha demostrado que las bacte-
rias lácticas estudiadas no son capaces de degradar OTA.
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